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对环境温度变动的响应。实验共鉴定到 44个细胞表面膜蛋白, 其中有效注释 27个, 主要为转运蛋白、
HSP70 蛋白家族和捕光蛋白等。米氏凯伦藻在 20°C 条件下的细胞生长和光合作用要明显好于 16°C
和 12°C, 但 16°C 和 12°C 条件下的差别不大, 表明低温限制了米氏凯伦藻的生长。当米氏凯伦藻从
12°C 快速转移至 16°C 和 20°C 时, 藻细胞密度和光合作用效率短时间迅速降低, 但细胞很快即适应
温度变化。细胞膜上的转运蛋白和光合作用蛋白在其适应温度变化中起着重要作用。 
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非常重要作用(Musil et al, 1990; Snyders et al, 1999; 












al, 2006)和细菌表面膜蛋白(Anaya et al, 2007)。通过
直接标记人类单核细胞表面膜蛋白的方法 , 推测出
单核细胞的活性和氧化压力受病毒影响 , 但不影响
病毒感染的动力学(Kadiu et al, 2009)。Li 等(2012)也
将荧光染料标记方法应用于藻亚历山大藻细胞表面
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1  材料与方法 
1.1  藻种及培养条件 
本实验所用米氏凯伦藻(Karenia mikimotoi)由厦
门大学近海海洋环境科学国家重点实验室海洋藻类
收集中心(CCMA)所提供, 编号 CCM-083, 于 2012 年
分离于中国福建苏澳海区(25°37′N, 119°42'E)。藻细
胞培养在 K 培养基中(Keller et al, 1987), 培养条件为: 
海水盐度 30, 光照强度 100μE/(m2·s), 温度(20±1)°C, 
光暗周期为 14h:10h。培养用海水采自厦门湾, 使用
前用 0.22μm 滤膜过滤后灭菌。温度实验设置五组
(12°C, 16°C, 20°C, 12°C→16°C, 12°C→20°C), 每组 6
个平行, 变温组在第五天变温, 藻细胞在实验前经过
相应温度驯化。 




藻液 , 在相应培养温度下暗处理 5—10min 后读取
Fv/Fm 值, 测定 PSII 大光化学量子产量。 
1.3  细胞样品收集及处理 
各组的藻液在指数期时通过离心(1000g, 5min)
收集藻细胞。细胞表面膜蛋白质标记所用的染料为
Amershamatm CyDye DIGE Fluors (mimimal dyes)荧光
染料 , 通过蛋白质分子上的赖氨酸残基与染料
N-hydroxy-sulfosuccinimide (NHS)的酯基团共价结合, 
如图 1 所示。 
将收集的藻细胞用 1mL 磷酸盐缓冲溶液 PBS 
(0.02mol/L phosphate, 0.45mol/L NaCl, pH 7.5)洗涤, 
加入 Hank’s 平衡缓冲溶液 HBSS (5.33mmol/L KCl, 
413.79mmol/L NaCl, 1.26mmol/L CaCl2, 4.17mmol/L 
NaHCO3, 0.407mmol/L MgSO4, 0.493mmol/L MgCl2, 
0.338mmol/L Na2HPO4, 5.56mmol/L D-Glucose, 
0.441mmol/L KH2PO4)后于 4°C, 800g离心 5min, 沉淀
重悬于 200μL HBSS (含 1mol/L urea, pH 8.5)缓冲溶液
中, 加入 600pmol的 cy5 染料(温度实验标记方案如表
1 所示), 于 4°C 暗处孵育 20min 进行标记处理。反应
完后加入 20μL 10mmol/L 的 lysine, 4°C 暗处反应
10min 后 4°C, 800g 离心去上清液。用 500μL HBSS 
(pH 7.4, 盐度 30)的缓冲液洗涤 2 次, 4°C, 800g 离心
5min 去上清液后–80°C 保存。 
 
图 1  2-D DIGE 标记细胞表面蛋白质原理(李成, 2011) 
Fig.1  Schematic diagram of protein labeling for a cell surface 
membrane  
表 1  2D-DIGE 实验设计 
Tab.1  The 2D-DIGE experimental design 
gel cy2 cy5 
1 内标 16°C 
2 内标 20°C 
3 内标 12°C→20°C 
4 内标 12°C 
5 内标 12°C→16°C 
6 内标 12°C→16°C 
7 内标 12°C 
8 内标 12°C→20°C 
 
1.4  蛋白质提取与定量 
将标记的藻细胞样品通过 trizol 提取法提取大部
分蛋白, 然后结合顺序提取法提取膜蛋白。第一步向
样品中加入 trizol 试剂 (Invitrogen, Carlsbad, CA, 
USA), 按照之前报道的方法进行提取 (Wang et al, 
2013); 第二步参照 Molloy 等人的方法进行提取
(Molloy et al, 1998), 并向得到的上清液中加入 20% 
TCA/丙酮(W/V), 震荡充分混匀后放置于–20°C 过夜。
4°C, 20000g 离心 30min 后向沉淀中加入 1mL 含有
20mm DTT 的 100%丙酮, 4°C 静止 30min, 相同条件
下离心, 取沉淀并重复此步骤 3 次。向沉淀中加入适
量重溶胀液使蛋白溶解。提取的蛋白使用 GE 
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healthcaretm 公司的 2-D quant kit 试剂盒进行蛋白定量, 
在 480nm 吸收波长下用酶标仪测定 BSA 标准品和样
品的吸光值, 绘制 BSA 浓度标准曲线, 以标准曲线
计算每个样品的蛋白浓度。 
1.5  蛋白质分离与鉴定 
使用 2-D DIGE 方法对标记的细胞表面膜蛋白进
行分离, 双向电泳的等点聚焦条件如表 2 所示。蛋白
样品溶液分别加入 1% DTT 和 0.5% IPG buffer, 用重
溶液(RB)补齐至 450µL, 混匀后 15000g 离心 20min 
取上清液。使用 pH 4—7 的 IPG 胶条, 按照表 2 设置
的等电聚焦程序进行蛋白质一向分离。等电聚焦结束
之后立即将胶条在平衡液Ⅰ(6mol/L urea, 50mmol/L 
Tris, pH 8.8, 30% V/V glycerol, 2% SDS, a trace of 
bromophenol blue, 1% DTT)和平衡液Ⅱ(6mol/L urea, 
50mmol/L Tris, pH 8.8, 30% V/V glycerol, 2% SDS, a 
trace of bromophenol blue, 2.5%碘乙酰胺 )各平衡
17min, 之后进行第二向 SDS-PAGE 电泳, 分离胶浓
度 12%, 浓缩胶浓度 5%。 
表 2  24cm IPG 预制胶条(pH 4—7)等电聚焦程序 




升压类型 温度(°C) 电流(µA) 
1 100 6h step 20 <75 
2 500 30min grad 20 <75 
3 1000 30min grad 20 <75 
4 2000 1h grad 20 <75 
5 10000 1h grad 20 <75 
6 10000 60kVh step 20 <75 
合计 20h/78kVh 
 
使用 typHoon 9500 荧光扫描仪对得到的胶图进
行扫描, 参数设为扫描滤光片波长为 633nm, 发射波
长为 670nm。温度实验部分中 cy2 内参样品参数设为
扫描滤光片波长为 488nm, 发射波长为 520nm。扫描
的图像用 decydertm 2D 7.2 软件进行分析 , 利用
decyder 7.2 软件中的 differential in-gel analysis (DIA)
模块对胶内蛋白点进行识别检测, 同时以 cy2 内参样
品的荧光强度对胶内另一个蛋白荧光点进行归一化




且统计学 P 值小于 0.5 认为是可信的, 后进行下一步
的酶解和质谱鉴定。将凝胶保存在 3%乙酸之中, 4°C
保存以备后续挖点鉴定。 
1.6  蛋白质酶解与分析 
根据荧光扫描结果 , 切下荧光对应的蛋白质点
胶粒 , 脱色后加入适量酶液(10ng/μL, 用 10mmol/L
的碳酸氢铵溶解胰蛋白酶)覆盖胶粒, 然后置于 4°C
下 30min 使胶粒充分溶胀。加入 10mmol/L 碳酸氢铵
覆盖胶粒, 50°C 空气中放置 2h。酶解完的肽段样品采
用 AB SCIEX 5800 MALDI TOF/TOFTM MS 质谱仪进
行鉴定分析。同时使用 Sequenzyme peptide 标准试剂
盒(AB SCIEX)对质谱仪进行校准, AB SCIEX 自带的
TOF/TOFTM series explorertm 软件做一级质谱同时自
动选择母离子进行二级质谱。一级模式设定: 激光脉
冲频率为 400Hz; 并进行 1000 次激光打击形成一级
图谱 ; 质荷比扫描范围选择 850—4000Da; 信噪比
(S/N)为 10; 其局部的噪音窗口宽度的质荷比为 250, 
小半峰宽为 2.9bins。二级模式之下: 激光脉冲频率
为 1000Hz; 进行 2000 次激光打击, 并累积成图。每
一个分析的蛋白点选择 15 个一级质谱的谱峰 S/N 大
于 50 的母离子进行 MS/MSC 串联二级质谱分析。
MALDI TOF/TOF 质谱鉴定的结果采用 GPS Explorer 
3.5 软件包以及 MASCOT 2.2 数据库搜索软件对蛋白
质谱一级、二级质谱结果进行联合搜库(Wang et al, 
2011)。将鉴定到的蛋白质用 iProClass 数据库和
Toulza 等(2010)报道的结果进行 GO 功能注释。 
2  结果 
2.1  细胞表面膜蛋白标记及鉴定 
米氏凯伦藻细胞表面膜蛋白经过荧光染料 cy5
标记后用 trizol 提取法结合顺序提取法提取, 蛋白质
双向凝胶电泳分离结果如图 2 所示。通过软件分析对
比, 共检测到 44 个蛋白质荧光点, 它们可能是细胞
表面蛋白。 
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图 2  米氏凯伦藻细胞表面膜蛋白三步提取法的双向凝胶
电泳荧光图 
Fig.2  The 2-D map of cell surface membrane proteins extracted 
using sequential extraction 
 
将 44 个荧光蛋白质点酶解后用 MALDI- TOF/TOF
质谱鉴定到 27 个可信蛋白, 其中在甲藻纲蛋白质数据
库中鉴定到 11 个可信蛋白(表 3); 通过 de novo 结合




一个基因表达产物的不同修饰体(Hockin et al, 2012)。 
对鉴定到的 27 个蛋白质进行 GO 功能注释分类, 
结果如图 3 所示。其中膜蛋白共 9 个占 33%, 叶绿体
的类囊体蛋白 7 个占 26%, 未得到分类的蛋白质 7 个
占 26%, 其他少数蛋白质被注释到胞内蛋白。 
 
图 3  基于细胞成份组成的 GO 注释分类 
Fig.3  The GO classifications of the annotated proteins 
 
2.2  温度实验结果 
米氏凯伦藻在 20°C、16°C 和 12°C 三个温度条
件下经过 4 个月的温度驯化后生长情况如图 4 所示。
20°C 条件下米氏凯伦藻始终处于较快生长状态, 在
16°C、12°C 条件下米氏凯伦藻生长缓慢。在第 4 天
将 12°C 条件下的米氏凯伦藻分别转移到 20°C 和
16°C 条件下, 转到 20°C 条件下的藻细胞密度出现了
短暂降低的现象, 之后细胞进入快速生长状态, 而转
到 16°C 条件下的藻细胞生长较缓慢。 
五个温度梯度条件下米氏凯伦藻的 大光化学量
子产量(Fv/Fm)如图 5。20°C 条件下 大。当第 4 天变温
时, 在第 5 天 12°C→20°C, 12°C→16°C 两组的 Fv/Fm 降
低, 特别是在 12°C→20°C 组, 之后迅速恢复正常。 
对五种温度处理条件下的米氏凯伦藻表面蛋白
进行 2D-DIGE 分离, 并用 Decyder 7.0 软件对各组样
品间差异蛋白进行识别分析。两两温度之间差异表达
的蛋白满足数据统计学意义且蛋白丰度变化大于 1.5
倍的蛋白共有 6 个, 如图 6 和表 5 所示。 
用 AB SCIEX 5800 MALDI-TOF/TOFTM MS 质谱
对 6 个差异表达蛋白质进行鉴定, 均为可信的蛋白且
其表达变化如表 6 所示。注释到 4 个可信蛋白。其中
2 个蛋白质(点 135, 点 165)注释为 transport, 1 个蛋白质
(点 158)注释为 cellular protein modification process, 1 个
蛋白质 ( 点 292) 被注释到 generation of precursor 
metabolites and energy。另外两个蛋白未得到有效注释。 
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图 4  米氏凯伦藻在不同温度梯度条件下的生长曲线 
Fig.4  Growth curves of K. mikimotoi at different growth temperatures 
 
图 5  米氏凯伦藻 5 个温度梯度下 Fv/Fm 变化 
Fig.5  Variations of Fv/Fm of K. mikimotoi at different growth temperatures 
 
图 6  米氏凯伦藻细胞表面蛋白质组凝胶电泳图 
Fig.6  The 2D map of differential expression membrane proteins of K. mikimotoi 
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表 5  差异表达蛋白统计 
Tab.5  Overview of differentially expressed proteins 
温度对比方案* 上调蛋白个数 下调蛋白个数 
12°C/20°C 2 0 
16°C/20°C 1 0 
12°C/16°C 0 0 
12°C→20°C/20°C 1 2 
12°C→16°C/16°C 1 4 
12°C→16°C/12°C 1 3 
12°C→20°C/12°C 1 4 
12°C→16°C/12°C→20°C 0 0 
注: *温度对比方案以“/”后为参照基准 
表 6  差异表达蛋白 
Tab.6  Differentially expressed proteins  
胶点 NCBIb 蛋白名称 
132 496523478 
TonB-linked outer membrane 
protein 
158 77024185 
L-cystine transport system 
permease protein TcyB 
165 505821775 
Photosystem II D2 apoprotein 
(Fragment) 
222 519111539 Hypothetical protein 
270 548247975 Hypothetical protein 
292 422034799 
Chloroplast light harvesting 
protein isoform 8 
 
3  讨论 
3.1  米氏凯伦藻细胞表面膜蛋白 
用 2D-DIGE 染料标记细胞表面膜蛋白技术已经
被应用于研究人类细胞(Mayrhofer et al, 2006; Kadiu 
et al, 2009)、浮游藻类(Li et al, 2012)以及细菌(Anaya 
et al, 2007)等。这种方法克服了以往生物素和同位素










组的 20%—30% (Wallin et al, 1998), 而胶图上的荧光
点只有几十个 , 这可能是这些膜蛋白丰度较低且被
胞内高丰度蛋白掩盖(Mitra et al, 2007), 因而即使基
于高灵敏度的荧光染料标记蛋白法也很难被检测到






(Luche et al, 2003)。 
对已鉴定到的蛋白进行细胞成分 GO 注释, 发现
了 与 底 物 转 运 有 关 的 ABC transporter substrate 
-binding protein。ABC 转运蛋白作为细胞膜蛋白非常
重要的组成成分 , 其蛋白质超家族是目前已知的从
原核生物到人类 古老的蛋白家族之一(Verrier et al, 
2008), 在大肠杆菌中 ABC 转运蛋白占整个基因组的
5%(Higgins et al, 2004)。所有 ABC 转运蛋白都含有
非常保守的跨膜结构域和 ATP 结合结构域, 具有执
行物质运输、胁迫响应和细胞间通讯等多种功能(Rea, 
2007)。本研究还鉴定到了藻细胞表面 heat shock 
protein 70 (HSP70)分子伴侣蛋白。Li 等(2012)在利用
2D-DIGE 荧光染料标记链状亚历山大藻细胞表面膜
蛋白时, 同样鉴定到 HSP70c 和 HSP70 两个热休克蛋
白。研究表明, HSP70 可以存在于细胞表面(Kornilovs 
et al, 2002; Jang et al, 2003; Shin et al, 2003)。在氧化
胁迫和热休克情况下, 细胞中的 HSP70 可以稳定溶
酶体膜结构的稳定性, 阻止溶酶体的裂解(Nylandsted 
et al, 2004), 通过阻止细胞色素 c 和组织蛋白酶的释
放去控制细胞凋亡过程 (Bivik et al, 2007)。然而
HSP70 可能并非通过典型的分泌途径到达细胞膜表
面(李成, 2011), 而具体是如何转移到细胞膜上未知。
efflux transporter, RND family, MFP subunit 是跨膜结
构的协同转运蛋白超家族(MFS transporter)以及相关
的 nodulation receptor kinase、MFS transporter 这类蛋
白质是通过膜内外底物浓度不同来转运的次级蛋白
转运超家族 (Maloney, 1990, 1992; Holmes et al, 
2012)。研究中还鉴定到两个 membrane protein, 这可


















photosystemⅡd2 apoprotein 和 chlorophyll a/b-binding 
protein isoform 4 /actin-related protein - arp5p, d2 蛋白
质具有 5 个跨膜区域, 这两个蛋白被荧光染料标记上
的原因尚不清楚。 
此外 , 本研究中还鉴定到 protein hum-10 、
Traf3-interacting protein 1 和 Rhodanese-like domain- 
containing protein 以及一些假想蛋白质, 它们的功能
尚不明确 , 这些蛋白质可能是目前未知的细胞表面
膜蛋白质, 有待后续继续深入研究。 
3.2  米氏凯伦藻对温度变化的响应 
米氏凯伦藻在 20°C、16°C 和 12°C 三个温度经
长期驯化后, 20°C 条件下第 2 天细胞即进入快速生长
期, 而 16°C 和 12°C 条件下细胞生长缓慢。在第 4 天












通过比较 20°C、16°C 和 12°C 三个温度梯度以
及 12°C→20°C, 12°C→16°C 膜蛋白质组的变化, 发
现了 6 个蛋白质的表达发生显著变化。在 16°C 和
12°C 之间, 膜蛋白质组水平上两者之间没有显著差
异。这可能是由于 12°C 和 16°C 与米氏凯伦藻 适生
长温度范围 20—24°C 相差较远, 低温抑制了细胞活
力, 导致两者的差异较小。 
TonB-linked outer membrane protein (点 132)是一
种重要的质子驱动膜转运蛋白 , 主要参与环境中铁
(Lundrigan et al, 1986; Pressler et al, 1988; Koedding 
et al, 2004)以及维生素 B12 (Heller et al, 1985)等底物
的跨膜转运 , 在细胞各种底物的转运方面起着重要
作用, 当米氏凯伦藻的培养温度从 12°C 转运到 16°C
和 20°C 时 , 细胞内 TonB-linked outer membrane 
protein 的表达下调, 说明在低温条件下细胞可能需
要更多转运载体 , 维持基本的物质需要。L-cystine 
transport system permease protein tcyb (点 158)被定位
在细胞质膜上的多跨膜的转运胱氨基酸的膜蛋白 , 
属于 ABC transporter permease, 它广泛分布在细胞膜
上, 通过水解 ATP 释放能量从而将底物从膜低浓度
一侧转运到高浓度一侧(Liu et al, 1999)。在 12°C 和
16°C 低温培养条件下该蛋白显著高表达, 可能是补
偿由于温度降低而导致蛋白质活性降低的影响
(Varkey et al, 2015), 同时也可保持细胞内正常的物
质代谢以及提高胞内渗透压抵御低温。此外, 还鉴定
到类囊体上的光捕捉蛋白质(点 292)和 photosystem 
Ⅱ d2 apoprotein (点 165), 这可能是是在利用荧光进
行细胞表面标记时 , 由于米氏凯伦藻较为特殊的细
胞形态结构, 即叶绿体与细胞膜紧密接触有关。光捕
捉蛋白质在培养温度 16°C 与 12°C 之间没有变化, 在
20°C 条 件 下 表 达 上 调 , 而 photosystem Ⅱ  d2 
apoprotein 与之相反, 这表明低温胁迫导致细胞基本






信息的缺乏, 未能得到 hypothetical protein (点 222 和
270)的具体功能信息。 
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THE CELL SURFACE PROTEOME OF KARENIA MIKIMOTOI AND ITS RESPONSE TO 
TEMPERATURE CHANGE 
WANG Kun1,  WANG Pei1,  ZHANG Hao1,  ZHANG Shu-Feng1,  WANG Da-Zhi1, 2 
(1. State Key Laboratory of Marine Environmental Science, Xiamen University, Xiamen 361102, China; 2. CAS Key Laboratory of 
Marine Ecology and Environmental Sciences, Institute of Oceanology, Chinese Academy of Sciences, Qingdao 266071, China) 
Abstract    Karenia mikimotoi is a toxic harmful algal bloom species distributed in the temperate and tropical coastal 
waters, and it can produce hemolytic toxin and fish toxin. In recent years, it often causes blooms in the coastal areas of 
Fujian, Zhejiang, and Guangdong provinces of China, resulting in the destabilization of the marine ecosystem and serious 
harms to local aquaculture and human health or even life. In this paper, fluorescence labeling and sequential extraction of 
cell membrane proteins from K. mikimotoi were established. Cell surface membrane proteins were analyzed using 
fluorescence difference gel electrophoresis (2-D DIGE), and the response of membrane proteome of K. mikimotoi to a 
changing environmental temperature was studied. In total, 44 cell surface membrane proteins were identified, of which 27 
were annotated effectively, including mainly transporters, HSP70 protein family, and light harvesting protein. Cell growth 
and photosynthesis of K. mikimotoi grown in 20°C were better than those in 16°C and 12°C but no difference was found 
between 16°C and 12°C, indicating that a low temperature could limit the cell growth of K. mikimotoi. When ambient 
temperature of K. mikimotoi cells boosted rapidly from 12°C to 16°C or 20°C, cell density and photosynthesis efficiency 
decreased quickly but the cells could rapidly adapt to the temperature change. Therefore, we believe that the transport and 
photosynthetic proteins of a cell membrane play an important role in the cells’ adaptation to a quick ambient temperature 
change. 
Key words    Karenia mikimotoi;  temperature;  membrane proteins;  proteome;  difference fluorescence gel 
electrophoresis 
 
